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NOTA CIENTÍFICA 







A diversidade da flora Amazônica vem sendo cada vez 
mais valorizada como fonte potencial de informações 
ecológicas, fisiológicas, bioquímicas e genéticas, por 
conseguinte, tem despertado grande interesse da 
comunidade científica quanto à possibilidade de novas 
descobertas sobre produtos biológicos [1,2]. Essa 
diversidade vegetal, quando devida e sistematicamente 
associada a metodologias que viabilizem a obtenção de 
biomoléculas como proteínas, em particular lectinas, 
podem exibir elevado potencial de aplicação industrial, 
fato que significa o verdadeiro equilíbrio entre o uso e a 
preservação do ambiente florestal [3]. As lectinas são 
proteínas ou glicoproteínas capazes de interagir 
específica e reversivelmente com carboidratos, aglutinar 
células animais e/ou vegetais e precipitar polissacarídeos, 
glicoproteínas ou glicolipídeos [4,5]. As lectinas de 
leguminosas estão entre as classes de proteínas vegetais 
mais estudadas, pois correspondem de 2 a 10% das 
proteínas solúveis de sementes maduras e dentre as 
funções das lectinas destaca-se a toxicidade destas 
proteínas contra várias espécies de fungos 
fitopatogênicos e insetos [6,7]. Portanto, o objetivo desse 
estudo foi caracterizar a atividade de proteínas 
hemaglutinantes em extratos de sementes de duas 
leguminosas da flora amazônica. 
 
Material e métodos 
A. Material vegetal 
Neste estudo foram selecionadas duas espécies  de 
leguminosas florestais da Amazônia: Tachigali plumbea 
Ducke e Sesbania exasperata H. B. K., pertencentes à 
família Leguminosae – Caesalpinioideae e 
Papilionoideae, respectivamente. As sementes de T. 
plumbea (tachi da terra firme) foram coletadas na 
Estação Experimental de Silvicultura Tropical (EEST / 
INPA), localizada no Km 45 da Br-174, 2º35´45” S e 
60º12´40” W, (Manaus – Boa Vista) e as sementes de S. 
exasperata (cássia do brejo) foram coletadas na várzea 
da Ilha da Marchantaria, localizada no rio Solimões, 
próximo a Manaus (3º14´S e 59º57´W). Após as coletas, 
as sementes de ambas as espécies foram conduzidas ao 
Laboratório de Fisiologia e Bioquímica Vegetal do INPA 
– V8 (Manaus – AM). 
B. Isolamento de proteínas (extração salina) 
As sementes inteiras, após assepsia foram trituradas até 
a obtenção de um material pulverizado, o qual foi 
homogeneizado em solução de cloreto de sódio (NaCl) 
0,15 M (10% p/v). A suspensão foi mantida sob agitação 
por 2 horas à temperatura ambiente para a extração das 
proteínas, e centrifugada a 5000 x g, por 20 minutos a 
4°C e filtrada em gaze. O sobrenadante, após diálise 
durante 48 horas, foi utilizado para as etapas posteriores. 
C.  Preparo dos eritrócitos 
As amostras de sangue foram obtidas de diferentes 
espécies de animais saudáveis, e após a coleta foram 
imediatamente misturadas com uma solução 
anticoagulante, contendo 2,05% de glicose, 0,8% de 
citrato de sódio e 0,42% de NaCl, para evitar a 
coagulação. O pH desta solução foi ajustado para 6,1 
usando ácido cítrico. Os eritrócitos foram lavados por 
quatro vezes com solução salina (0,15M de NaCl, a 1000 
x g durante 10 minutos a 4 ºC,). O precipitado foi 
ressuspendido na mesma solução de modo a obter uma 
suspensão final de eritrócitos a 2% (v/v)  
D. Detecção da Atividade Hemaglutinante (AHE). 
A atividade hemaglutinante nos extratos totais foi 
identificada, utilizando eritrócitos de diferentes animais, 
previamente preparados como descrito acima. Para a 
detecção da AHE nos extratos totais de S. exasperata e 
T. plumbea, utilizou-se eritrócitos provenientes de 
camundongo, hamster e rato branco, com o propósito de 
selecionar aquele com maior susceptibilidade à 
hemaglutinação. O ensaio foi realizado em placas de 
microtitulação com 8 fileiras de 12 poços cada, 
totalizando 96 poços. O volume final do ensaio foi de 
150 μl, contendo 50 μl de solução salina; 50 μl da 
suspensão de eritrócitos a 2% e 50 μl dos extratos 
protéicos em estudo. Os resultados foram analisados 
visualmente, após incubação “overnight” em geladeira 
(10°C), comparando-se com os respectivos controles 
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negativos, contendo somente a suspensão de eritrócitos a 
2%, preparados em solução salina. As hemácias 
susceptíveis à hemaglutinação pelos extratos, foram 
utilizadas para os ensaios de inibição por açúcares. 
E. Inibição da Atividade Hemaglutinante  
Uma solução de 50 μl de extrato protéico das espécies 
estudadas foram pré-incubadas durante 1 (uma) hora com 
igual volume de soluções 0,1M de diferentes açúcares 
(glicose, lactose, sacarose e galactose), seguida da adição 
de 50 μl de solução salina. Após este período, 50 μl de 
uma suspensão de eritrócitos de animais (2%) foram 
adicionadas em cada “poço” da placa de microtitulação. 
As placas foram incubadas “overnight” em geladeira 
(10°C) antes da análise dos resultados. 
F. Dosagem de proteínas: 
As concentrações relativas de proteínas dos extratos 
foram estimadas pelo método descrito por Bradford [8]. 
G. Eletroforese em SDS-PAGE: 
A análise eletroforética foi realizada segundo Laemmli 
[9]. 
 
Resultados e Discussão 
A hemaglutinação dos diferentes eritrócitos ocorreu na 
presença de 5,3 μg e 1,6 μg de proteínas totais 
provenientes de S. exasperata e T. plumbea, 
respectivamente. Após diluição serial desses extratos foi 
possível observar que a concentração mínima para 
promover a hemaglutinação dos eritrócitos testados foi 
de 0,33 μg e 0,8 μg de proteína, respectivamente, 
sugerindo que proteínas da classe das lectinas podem 
estar presentes nos extratos totais destas espécies (Fig. 1, 
2 e 3). 
Considerando os resultados de inibição da atividade 
hemaglutinante com eritócitos de camundongo e os 
quatro tipos de açúcares, foi possível observar para a 
espécie T. plumbea, que a glicose não foi capaz de inibir 
a atividade hemaglutinante da lectina (Fig. 4, linhas c e 
d). Resultados similares foram obtidos na presença de 
lactose, sacarose e galactose, indicando que esses 
açúcares não inibem a AHE das lectinas de T. plumbea 
(Fig. 5, 6 e 7, linhas c e d). Por outro lado, os resultados 
acima mencionados, de certa forma, são semelhantes a 
aqueles encontrados para a lectina de Caesalpinia 
tinctoria, uma espécie leguminosa [10]. 
Quanto ao perfil protéico dos extratos totais de S. 
exasperata e T. plumbea, foi possível detectar maior 
ocorrência de proteínas com massa molecular aparente 
entre 30 kDa e 10 kDa (Fig. 8). Adicionalmente, na 
presença do DTT (ditiotreitol), não houve a separação de 
subunidades protéicas, indicando a não ocorrência de 
proteínas oligoméricas nos extratos. Considerando que a 
massa molecular das subunidades da lectina de legume 
está em torno de 30 kDa, sugere-se que as espécies em 
estudo apresentem lectinas. No entanto, ensaios de 
caracterização das frações protéicas serão realizados para 
confirmar estes resultados. 
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Figura 1. Ensaio de detecção da atividade hemaglutinante 
nos extratos totais com eritrócitos de camundongo. 
Legenda: a – controle (sem extrato protéico), b – S. 
exasperata e c – T. plumbea; 1 – 6: sem diluição serial e 7 
– 12: com diluição serial. 
Figura 2. Ensaio de detecção da atividade hemaglutinante 
nos extratos totais com eritrócitos de hamster. Legenda: a 
– controle (sem extrato protéico), b – S. exasperata e c –
T. plumbea; 1 – 6: sem diluição serial e 7 – 12: com 
diluição serial. 
Figura 3. Ensaio de detecção da atividade hemaglutinante 
nos extratos totais com eritrócitos de rato branco. Legenda: 
a – controle (sem extrato protéico), b – S. exasperata e c –
T. plumbea; 1 – 6: sem diluição serial e 7 – 12: com 
diluição serial. 
Figura 4. Ensaio de inibição da atividade hemaglutinante 
nos extratos totais, utilizando eritrócitos de camundongo 
na presença de glicose. Legenda: a – controle negativo: 
salina + eritrócito; b – controle positivo: salina + 
eritrócito + extrato; c e d – ensaio: salina + eritrócito + 
extrato de T. plumbea + glicose. 
Figura 5. Ensaio de inibição da atividade hemaglutinante 
nos extratos totais, utilizando eritrócitos de camundongo na 
presença de lactose. Legenda: a – controle negativo: salina 
+ eritrócito; b – controle positivo: salina + eritrócito + 
extrato; c e d – ensaio: salina + eritrócito + extrato de T. 
plumbea + lactose. 
Figura 6. Ensaio de inibição da atividade hemaglutinante 
nos extratos totais, utilizando eritrócitos de camundongo 
na presença de sacarose. Legenda: a – controle negativo: 
salina + eritrócito; b – controle positivo: salina + 
eritrócito + extrato; c e d – ensaio: salina + eritrócito + 
extrato de T. plumbea + sacarose. 
Figura 7. Ensaio de inibição da atividade hemaglutinante 
nos extratos totais, utilizando eritrócitos de camundongo na 
presença de galactose. Legenda: a – controle negativo: 
salina + eritrócito; b – controle positivo: salina + eritrócito 
+ extrato; c e d – ensaio: salina + eritrócito + extrato de T. 
plumbea + galactose. 
Figura 8: Perfil eletroforético em SDS – PAGE 12,5%. A: 
20μg de extrato protéico de S. exasperata e B: 36 μg de 
extrato protéico de T. plumbea, em condições não redutoras 
(-) e redutoras - DTT (+). Marcador de massa molecular: 
Bench Mark Protein Ladder (160 kDa – 10 kDa). kDa: kilo 
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